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緒 言
　コーン・ポテト・小麦・マニオク・米などに含まれる
澱粉は，グルコース（ブドウ糖）の鎖から構成されてい
る．アミラーゼを用いてこの鎖を切断するとグルコース
やマルトースなど様々な糖類を作ることができる．グル
コースは，飲料・菓子などの食品の甘味料として用いら
れる他，医療用輸液のエネルギー源，化学工業の原料な
ど様々な分野で使用されている．
　澱粉からグルコースを生産するに当たり，従来の澱粉
変換プロセス（澱粉を液化，糖化（デブランチング）処
理することによりグルコースを生産する）では，グルコ
アミラーゼの逆反応や転移反応によるパノースなどの副
産物の生成は，糖化後のグルコース収量に大きな影響を
与える1,2)．
　プルラナーゼはマルトースをパノース前駆体（6｡ sup｡ 
2ﾝaﾝmaltosylmaltose）に縮合する傾向があるのに対し，
イソアミラーゼはイソマルトースやパノースの生成を抑
えることができるので非常に有用である3)．
　液化中にαﾝアミラーゼと共に耐熱性イソアミラーゼ
を使用すると，同時に液化とデブランチングを行えるの
で，パノース前駆体が生成することなしに液化時間を延
長する事が可能となる．液化終了時点でのパノース前駆
体が減少すると，糖化終了時のパノースの割合が低下し，
グルコース収量は上昇する．また，この方法ではαﾝアミ
ラーゼを不活性化させる必要はなくなるので糖化時間も
有意に減少させる事が可能になると考えられる3)．
　澱粉加工に利用できる耐熱性の高いイソアミラーゼを
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　The isoamylase gene from Rhodothermus marinus was cloned into and expressed in Escherichia coli 
Top 10. As a result of characterization of purified R. marinus isoamylase. the enzyme had an optimum 
pH of 4.0 and optimum temperature of 70 °C. Thermal inactivation studies of the purified R. marinus 
isoamylase revealed the enzymatic activity to be uninfluenced after one hour incubation at 60 °C. These 
results suggest that R. marinus isoamylase has high thermostability. The crystallization and crystal 
structure analysis of R. marinus isoamylase was performed. The three-dimensional structure at 1.9Å 
resolution was determined in complex with the panose. R. marinus isoamylase is composed of three 
domains N, A and C, and, has a (β/α)8-barrel in domain A. The secondary structural alignments of the 
R. marinus isoamylase and P. amyloderamosa isoamylase was carried out. They have the four active-site 
consensus regions characteristic of the α-amylase family. And the essential residue of the α-amylase 
family (D359, E395, and D467) was conserved in these enzymes. R. marinus isoamylase has shorter loops 
than P. amyloderamosa isoamylase. And R. marinus isoamylase had no Ca2+ binding site. These results 
are thought to be factors of thermostability of R. marinus isoamylase.
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得るために，好熱菌を対象として耐熱性イソアミラーゼ
遺伝子を有する微生物をスクリーニングした．その結果，
Rhodothermus marinus という好熱性細菌が耐熱性イソ
アミラーゼ遺伝子を有することが判明した3)．
　イソアミラーゼ（glycogen 6ﾝglucanohydrolase；E｡C｡ 
3.2.1.68）はαﾝアミラーゼファミリー（αﾝアミラーゼ
ファミリーの特徴：１) αﾝグルコシド結合に作用，２）
加水分解もしくは糖転移反応によりαﾝアノマーのオリ
ゴ糖や新たなαﾝグルコシド結合を形成する，３）一次構
造中に４つの保存領域が存在する，４）触媒部位として
１つのグルタミン酸，２つのアスパラギン酸が存在する）
に属し，澱粉，アミロペクチン，グリコーゲンなどグル
コースのαﾝ１，４ﾝグルコシド結合の連鎖に枝分かれを
有する澱粉系多糖の分岐点となっているαﾝ１，６ﾝグル
コシド結合を特異的に加水分解する酵素である．
　イソアミラーゼの特徴はプルラナーゼと異なり，プル
ランにはほとんど作用しない．一方，プルラナーゼはア
ミロペクチンとその限界デキストリンは分解できるが，
グリコーゲンとその限界デキストリンにはあまり作用で
きない．この両者の基質特異性の違いは非常に興味深い
ところである．
　また，結晶構造解析がなされているイソアミラーゼは 
Pseudomonas amyloderamosa のみなので4)，耐熱性の高
い R｡ marinus 由来イソアミラーゼと P｡ amyloderamosa 
由来のイソアミラーゼそれぞれの立体構造にどのような
違いが存在するかという点は大変興味深いところであ
る．また，本酵素の立体構造解析を行うことにより，本
酵素についての様々な知見が得られることも期待さ
れる．
方 法
１. 好熱性細菌 Rhodothermus marinus 由来イソアミ
ラーゼの精製
　Rhodothermus marinus 耐熱性イソアミラーゼ遺伝子
オープンリーディングフレーム（ORF）を組み込んだ 
pBAD/Myc-HisB（pBX２）を持つ大腸菌 Top10株より，
イソアミラーゼを精製し，精製酵素を調製した．まず30
ｇの湿菌体を１㎎/㎖リゾチームを含有した20 ﾋリン酸
カリウム緩衝液（pH 6.5）に懸濁し４℃で１時間インキ
ュベートを行った．次に，160Ｗで20分間超音波破砕を行
い，遠心分離して上清（110㎖）をとった．これに対し80
℃で10分間熱処理を施し，遠心分離して得られた上清画
分を使用して硫安分画（50ｵ）を行い，沈殿画分を回収
し，20 ﾋリン酸カリウム緩衝液（pH 6.5）で透析を行っ
た．透析後のサンプルを DEAEﾝトヨパール650Ｍイオン
交換カラムクロマトグラフィーに吸着させ，０ﾝ400 ﾋ
NaCl でリニアグラジエント溶出を行った．酵素活性の
高 い 画 分 を 回 収 し た 後，濃 縮 を 行 い，さ ら に 
Hydroxyapatite TypeⅠカラムクロマトグラフィーに供
してイソアミラーゼを精製した．
２. イソアミラーゼの活性測定
　本酵素活性は以下に示すヨウ素法，プレートアッセイ，
DNS（3,5ﾝdinitro salicylic acid）法にて測定した．
ａ) ヨ ウ 素 法5)
　１ｵアミロペクチン0.5 ㎖に0.5Ｍクエン酸ナトリウ
ム緩衝液（pH 5.0）を0.1 ㎖添加し，さらに酵素液0.1 ㎖
を混合して60℃で15分反応を行う．ついで，反応溶液か
ら0.5 ㎖をサンプリングし，サンプリングした溶液と等
量の0.01Ｎヨウ素ﾝ0.1Ｎヨウ化カリウム溶液と混合した
後，蒸留水で12.5 ㎖に定容する．室温に15分放置後，１
㎝幅のセルを用いて610 ﾌの吸光度を測定する．ブラン
クは加熱処理により失活させた酵素液を用いて同様に操
作する．上記の方法で１時間に610 ﾌの吸光度（ブラン
ク値との差）を0.1増加させる酵素量を１単位（Ｕ）とす
る．
ｂ) プレートアッセイ
　１ｵアミロペクチンを含有したプレートに穴を開けて
酵素をアプライし，60℃で over night インキュベートす
る．翌日，プレートにヨウ素粒子をいれたプレートの蓋
をかぶせるとイソアミラーゼ活性が存在すれば，紫色の
ハローが確認できる．
ｃ) DNS 法（ジニトロサリチル酸法)5)
　本酵素反応により生成する還元糖量を定量することに
より活性測定を行う．１ｵアミロペクチン1.6 ㎖に0.5Ｍ
クエン酸ナトリウム緩衝液（pH ５）を0.2 ㎖添加し，さ
らに酵素液0.2 ㎖を混合して60℃で15分反応を行う．つ
いで，反応溶液から0.5 ㎖をサンプリングし，そこに DNS 
試薬を１㎖加え，５分間煮沸する．水冷後，脱塩水4.5 ㎖
を加えて525 ﾌの吸光度を測定する．50～200 ㎍のグルコ
ース当量が定量できる．上記の方法で１分間に１μmol 
グルコース還元力に相当する還元糖を生成する酵素量を
１単位（Ｕ）とする．（DNS 試薬：２N NaOH に３，
５ﾝジニトロサリチル酸0.5ｇを溶かし，ついでロッシェ
ル塩30ｇを加えて撹拌し，脱塩水で100 ㎖にメスアップ
する）本研究において本酵素の性質検討はこの方法にて
行った．
３. 結晶化・Ｘ線結晶構造構造解析
　本精製酵素の結晶化はスパース-マトリックススクリ
ーニングキットを使用し，PEG8000を沈殿剤として，４
℃でシッティングドロップ蒸気拡散法にて行った．そし
て兵庫県西播磨 SPringﾝ８の BL41XU ビームラインで
得られた結晶の回折データを収集し加工を行った．結晶
の様々な部分に対して作成された電子密度マップへの構
造モデルのフィッティングはＯプログラム及び COOT 
プログラムで行い，精密化は CNS solve プログラムを用
いて行った．
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結果と考察
酵素の精製
　大腸菌 Top10/pBX２の菌体30ｇを用いて酵素精製を
行った．Table １に示した精製ステップを踏むことによ
り収率は19ｵ，約36倍にまで精製することができた．精
製酵素10 ㎍を用いて SDSﾝPAGE を行ったところほぼ単
一のバンドが確認された（Fig｡ １）．また，未変性ポリ
アクリルアミドゲル電気泳動を行い，活性染色した結果，
このバンドがイソアミラーゼであることが確認された．
よってここで精製を終了し，諸性質検討及び結晶化・Ｘ
線結晶構造解析を行った．
精製酵素の性質検討
　本酵素の諸性質検討を行い，現在産業利用されている 
Pseudomonas amyloderamosa 由来イソアミラーゼと比
較した．活性測定溶液を50～100℃で10分インキュベート
し，酵素を溶解させている緩衝液10 ﾋリン酸カリウム緩
衝液（pH ６））で希釈した酵素溶液を添加し，活性測定
を行い，各温度における相対活性を求めた．その結果，
本酵素は P｡ amyloderamosa イソアミラーゼより20℃高
い70℃で最大の活性を示した（Fig｡ ２Ａ）．
　また，pH 3.0～10の50 ﾋ緩衝液（ブリトンロビンソン
緩衝液）で希釈した酵素溶液と，pH 3.0～10に調製した
活性測定溶液を用いて本酵素の活性測定を行った結果，
最適反応 pH は４で P｡ amyloderamosa イソアミラーゼ
と同様，酸性側での反応性が高いことが判明した（Fig｡ 
２Ｂ）．
　酵素溶液を50～100℃で０～60分間インキュベート後
の残存活性を測定した結果，P｡ amyloderamosa イソア
ミラーゼは50℃や60℃では顕著な活性の低下が確認され
たのに対し，本酵素は60℃までは安定に存在することか
ら，本酵素は P｡ amyloderamosa イソアミラーゼに比べ
て非常に高い熱安定性を有することが判明した（Fig｡ 
３）．
　活性測定の基質にイソアミラーゼの活性に影響を与え
ると考えられる因子である各種金属イオン・阻害剤の検
討を行った．各種因子（塩化ナトリウム，塩化カリウム，
塩化マグネシウム，硫酸銅，塩化ニッケル，塩化マンガ
ン，塩化カルシウム，アカボース，エチレンジアミン四
酢酸二ナトリウム，モリブデン酸アンモニウム）を終濃
度１～５ﾋになるように添加して活性測定を行い，各種
因子を加えなかった場合と比較してどれだけ反応が阻害
されたかを比較した．その結果，５ﾋの銅イオン・アカ
ボース，１ﾋのモリブデン酸アンモニウム（P｡ 
amyloderamosa 由来イソアミラーゼは阻害しない6,7)）に
より本酵素は阻害されることが判明した（Table ２）．ま
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Table 1 Purification of Isoamylase from R｡ marinus
Purification step
Total
enzymatic
activity
Volume
activity
Total
Protein
Specific
activity
Yield
Overall
purification
ﾛUﾜ ﾛU/mlﾜ ﾛmgﾜ ﾛU/mgﾜ ﾛｵﾜ ﾛfoldﾜ
Crude 135000 1220 2860 47 100 1
Heat treatment ﾛ80 °Cﾜ 151000 3020 573 264 112 5｡61
Ammonium sulfate 107000 14400 148 719 79｡1 15｡3
DEAEﾝToyopearl 81200 14800 87｡4 929 60｡3 19｡7
Hydroxyapatite 25900 21600 15｡4 1690 19｡2 35｡8
Enzyme assay was performed by iodine method｡
Ｍ Ｍ１ ２ ３ ４ ５
Fig｡ 1 SDS-PAGE ﾛ12ｵﾜ of fractions from the isoamylase 
preparation｡
Lanes M: molecular mass marker proteins､ Lane 1: Crude 
extract､ Lane 2: Heat treatment､ Lane 3: Ammonium 
sulfate precipitation､ Lane 4: DEAE-Toyopearl column､ 
Lane 5: Hydroxyapatite column｡ Protein was 10ｻg in each 
lane｡
た，カルシウムイオン（α アミラーゼと結合し，その活
性を上昇させる働きがある）・エチレンジアミン四酢酸
（Ca2＋とキレートを形成し，アミラーゼの活性を低下さ
せる）を添加しても何も加えない状態と活性がほとんど
変わらなかった（Table ２）．このことから，本酵素は活
性にカルシウムイオンを必要としないと考えられた．
結晶化・Ｘ線結晶構造解析
　結晶化・Ｘ線結晶構造解析を行い，分解能1.9Åで Rw
＝21.2ｵ，Rfree＝23.7ｵにまで精密化を進めた（Table 
３）．
　構造解析の結果，本酵素は P｡ amyloderamosa 由来イ
ソアミラーゼと同様6)，βサンドウィッチ構造を有する
Ｎドメイン，Ｃドメイン，（α/β)8 バレル構造を有し，
活性ドメインであるＡドメインの３つのドメインから構
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Table 2 Effects of various reagents on R｡ marinus isoamylase 
activity
Reagent
Final conc
ﾛmMﾜ
Inhibition
ﾛｵﾜ
NaCl 5 17｡5
KCl 5 23｡1
MgCl2 5 13｡1
CuSO4・5H2O 5 54｡6
NiCl2 5 8｡46
MnCl2・4H2O 5 6｡15
CaCl2 5 0
acarbose 5 92｡3
EDTA 5 0
ammonium molybdate 1 100
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Fig｡ 2 Effect of temperature and pH on enzyme activity｡
ﾛAﾜ Enzyme activity was measured in a 2 ml reaction mixture containing 1｡8  ml Sodium citrate ﾛpH 5｡0ﾜ､ 0｡1  ml 30  mM Dﾝisoci-
trate and 0｡1  ml enzyme solution at various temperatures｡ ﾛ■ﾜ: R｡ marinus isoamylase､ ﾛ□ﾜ: P｡ amyloderamosa isoamylase｡
ﾛBﾜ Enzyme activity was measured in the following buffer｡ ; 100mM Britton-Robinson buffer ﾛpH 3ﾝ9ﾜ｡ ﾛ◆ﾜ: R｡ marinus isoamy-
lase､ ﾛ◇ﾜ: P｡ amyloderamosa isoamylase｡
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Fig｡ 3 Thermal inactivation of isoamylases｡
ﾛ○ﾜ: 30 °C､ ﾛ△ﾜ: 40 °C､ ﾛ□ﾜ: 50 °C､ ﾛ◇ﾜ 60 °C､ ﾛ●ﾜ: 70 °C､ ﾛ▲ﾜ: 80 °C､ ﾛ■ﾜ: 85 °C｡
ﾛAﾜ Thermostability of R｡ marinus isoamylase｡　ﾛBﾜ Thermostability of P｡ amyloderamosa isoamylase｡
成されていた（Fig｡ ４）．
R｡ marinus 由来イソアミラーゼ，P｡ amyloderamosa 由
来イソアミラーゼのマルチプル構造アラインメントを 
MATRAS サーバー（http：//biunit｡naist｡jp/matras/
index｡html）を利用して行った．その結果，本酵素はα
アミラーゼファミリーに特有の４つの保存領域（Region 
１ﾝ４），プルラナーゼ・イソアミラーゼの共通配列，イ
ソアミラーゼ特有のループ（Ｌ４，Ｌ７）が存在するこ
とが判明した．また，本酵素はＬ４ループをはじめ，ル
ープの長さが全体的に P｡ amyloderamosa 由来イソアミ
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Table 3 Data Collection and Refinement Statistics
Native
Data collection
Space group I222
Unit Cell dimensions ﾛÅﾜ
a 99｡31
b 126｡53
c 138｡29
Wavelength ﾛÅﾜ 1｡000
Resolution range 57ﾝ1｡9
Observations 290､267
Unique reﬂ ections 57､130
Completeness ﾛｵﾜ 97｡0
Redundancy 5｡1
I/sﾛIﾜ 6｡7
Rsym ﾛｵﾜ 7｡0
Reﬁ nement
Resolution range ﾛÅﾜ 40｡34ﾝ1｡9ﾛ2｡13ﾝ2｡0ﾜ
No｡ of reﬂ ections working 57､120 ﾛ8､814ﾜ
Native
No｡ of reﬂ ections test 2､894 ﾛ458ﾜ
Rw ﾛｵﾜ 21｡2 ﾛ28｡4ﾜ
Rfree ﾛｵﾜ 23｡7 ﾛ32｡7ﾜ
Rms deviation bond length ﾛÅﾜ 0｡007
Rms deviation Bond angle ﾛ°ﾜ 1｡4
Ramachandran plot ﾛｵﾜ
Most favored 88｡1
Additionally allowed 11｡4
Generously allowed 0｡5
Disallowed 0
No｡ of protein atoms 5､640
No｡ of ligand atoms 23
No｡ of solvent atoms 659
Average B for protein 31｡4
Average B for ligand 50｡0
Average B for solvent 51｡7
Wilson B 28｡5
Values in parentheses are for the highest resolution shell｡
Rsym＝Σ|I－<I>|/ΣI
Rano＝Σ|<I＋>－<I－>|/Σﾛ<I＋>＋<I－>ﾜ
Rw＝Σ||Fo|－|Fc||/Σ|Fo|､ Rfree＝Σ||Fo|－|Fc||/Σ|Fo|
Domain N
Domain A
Domain C
Panose
Fig｡ 4 Overall structure of the R｡ marinus isoamylase with panose｡
R｡ marinus isoamylase was composed of three domains N､ A and C､ and had a ﾛｸ/ｹﾜ8ﾝbarrel in domain A｡
ラーゼに比べて短く，ループのショートカットが起こっ
ていた．このことは本酵素の耐熱性の一因であると考え
られた．
　他生物由来イソアミラーゼ，プルラナーゼと本酵素の
活性中心周辺のアミノ酸残基の比較を行った結果，活性
残基，誘導適合（プルラナーゼ，ネオプルラナーゼなど
で見られる，基質が結合することによる酵素の構造変化）
に関わる可能性がある残基を始めとして，活性中心付近
のアミノ酸残基が高度に保存されていた8ﾝ10)．
　P｡ amyloderamosa イソアミラーゼにはドメインＮと
ドメインＡの境界にカルシウムイオン結合サイトが存在
する6)が本酵素ではそのようなカルシウムイオン結合サ
イトは存在せず（各種金属イオン・阻害剤の検討結果か
らもこのことが示唆された），P｡ amyloderamosa イソア
ミラーゼのカルシウムイオン結合サイトに相当する部位
はプロリンなどの疎水性の高いアミノ酸残基に置換さ
れ，疎水性の高い構造をとっていた．このことも本酵素
の耐熱性が高い一因であると考えられた．
要 約
　Rhodothermus marinus 由来イソアミラーゼ遺伝子を
組み込んだプラスミド pBX２を使用し，大腸菌 Top10株
を形質転換し，16時間の前培養，24時間の本培養後，菌
体破砕し，得られた無細胞抽出液を熱処理（80℃，
10min），50ｵ硫安分画，陰イオン交換カラムクロマトグ
ラフィー（DEAEﾝトヨパール），ハイドロキシアパタイ
トカラムクロマトグラフィーに供して本酵素の精製を行
った．本精製酵素の性質検討を行った結果，本酵素の最
適反応温度は70℃，pH ４であり，また本酵素は60℃で
１時間処理しても活性が低下することが無く，
Pseudomonas amyloderamosa 由来イソアミラーゼより
も高い耐熱性を有することが判明した．本酵素の結晶
化・Ｘ線結晶構造解析を行った結果，本酵素は P｡ 
amyloderamosa 由来イソアミラーゼと同様Ｎドメイ
ン・ＡドメインＣドメインの３つのドメインから構成さ
れており，活性残基（Ｄ359，Ｅ395，Ｄ467）など活性中
心付近のアミノ酸残基も P｡ amyloderamosa 由来イソア
ミラーゼと同様，高度に保存されていた．本酵素の熱安
定性が P｡ amyloderamosa 由来イソアミラーゼよりも高
い要因として，P｡ amyloderamosa 由来イソアミラーゼ
よりもループの長さが全体的に短いことと，カルシウム
イオン結合サイトの欠如が挙げられた．今後さらに構造
解析を進めることにより，本酵素の熱安定性機構，反応
機構など更なる知見が得られることが期待される．
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Fig｡ 5 Second structure alignment of the R｡ marinus isoamylase and P｡ amyloderamosa isoamylase｡
RMIAM:  R｡ marinus isoamylase､ PSIAM:  P｡ amyloderamosa isoamylase､ □: amylase family highly conserved region､ : iso-
amylase specific loop､ ◆: active residue､ ◇: concerned with the induced fit｡
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